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n este texto continuamos la infor-
mación sobre el estudio "Produc-
tos cárnicos funcionales prepara-
dos con nuez" (MCYT. AGL2001-2398-
C03) que se ha expuesto en los dos nú-
meros anteriores de esta revista. En el
presente artículo describimos las aproxi-
maciones experimentales desarrolladas
para evaluar, en humanos, el efecto pro-
ducido por el consumo de los productos
cárnicos descritos anteriormente (Jimé-
nez Colmenero et al, 2005). Como se re-
cordará, el planteamiento central se rela-
cionaba con el beneficio en salud comu-
nitaria que supondría una disminución
en el consumo de carne y un aumento de
determinados alimentos de origen vege-
tal (p.ej. nueces) (Jiménez Colmenero &
Olmedilla, 2004), basados en evidencias
epidemiológicas y la actividad biológica
de ciertos componentes mostrados en
ensayos in vitro y en animales. De forma
específica, el objetivo era desarrollar pro-
ductos cárnicos modificados, cuali y
cuantitativamente, para obtener un perfil
nutricional asociado con menor riesgo
cardiovascular.
Como ya se expuso, las nueces fueron
elegidas como componente “funcional”
del nuevo producto cárnico debido a su
composición nutricional relevante en re-
lación con enfermedades cardiovascula-
res comparado con otros frutos secos (ej.
contenido total en PUFA, ácidos grasos
w-6 y w-3, contenido en α- y γ-tocoferol,
fitosteroles, polifenoles, proteínas ricas en
arginina) y a su gran aceptabilidad por la
población. Asimismo, la cantidad a incor-
porar se basó en datos de consumo de
nueces por persona y día en nuestro país,
datos derivados de estudios epidemioló-
gicos y recomendaciones actuales sobre
ingesta de nueces (FDA, 2003).
Como se señaló en los artículos ante-
riores (Jiménez Colmenero & Olmedilla,
I N V ES T I G A C I Ó N
E
CTC 38
2004; Jiménez Colmenero et al, 2005),
según consenso científico europeo, “un
alimento puede considerarse funcional
si demuestra de forma satisfactoria que
tiene efecto beneficioso sobre una o más
funciones diana en el organismo, aparte
de los efectos nutricionales, de forma que
sea relevante tanto para mejorar el esta-
do de salud o bienestar y/o para la re-
ducción de riesgo de enfermedad" (Di-
plock et al., 1999). No obstante, a pesar
del gran desarrollo de este tipo de ali-
mentos, existe una importante falta de in-
formación sobre la “funcionalidad” de los
componentes (efecto sobre la salud hu-
mana) derivada del consumo habitual de
estos alimentos.
El contenido de la vitamina E en los
productos cárnicos de nueva formula-
ción (salchichas y filetes reestructurados
con y sin nueces) y en la nuez en polvo, se
ha determinado mediante cromatografía
líquida de alta eficacia (HPLC), con méto-
dos y resultados validados mediante nues-
tra participación en el Programa de con-
trol de calidad "Fat-soluble Vitamins Qua-
lity Assurance Programme" (National Insti-
tute of Standards and Technology, USA).
Los análisis realizados (X Congreso Anual
de Ciencia y Tecnología de los Alimentos,
2004) muestran que la vitamina E en la
nuez se encuentra en forma libre, no este-
rificada, y la concentración de los princi-
pales vitámeros se muestran en la tabla 1.
Las pruebas que apoyen el efecto fun-
cional de estos alimentos pueden deri-
varse de estudios  epidemiológicos, ex-
perimentales (in vitro, animales, ensayos
en humanos) y de intervención en huma-
nos utilizando biomarcadores interme-
dios con relevancia en la detección pre-
coz y pronóstico de la enfermedad. Me-
diante estos biomarcadores se deberían
decidir sobre los temas relativos a valida-
ción y verificación científica de alegacio-
nes en alimentos e información al consu-
midor (PASSCLAIM, 2004).
Estudios para la valoración
del efecto funcional de los
productos cárnicos con nuez
La evaluación del efecto funcional se
planteó mediante dos tipos de ensayos
complementarios; por un lado, evaluan-
do la respuesta post-prandial en plasma
de γ--tocoferol tras ingesta única del pro-
ducto cárnico (biomarcador de exposi-
ción) y, por otro, evaluando la biodispo-
nibilidad a medio plazo de algunos com-
ponentes derivados de la nuez (ej. γ-toco-
ferol, w-6/w-3 ratio) y el impacto del
consumo regular sobre marcadores e
indicadores de riesgo cardiovascular
(biomarcadores de función y riesgo), in-
cluyendo marcadores de homeostasis li-
pídica, inflamación, trombosis, antioxi-
dantes, presión sanguínea, homocisteína
y vitaminas B6, B12 y folato.
Biomarcador de exposición:
gamma-tocoferol
Comparado con otros frutos secos, las
nueces contienen poca cantidad de a-to-
coferol  (ca. 2 mg vs 25 mg/100g en ave-
llanas o almendras) pero un alto conteni-
do en γ-tocoferol (41 mg vs 2 mg/100g)
(Souci et al., 1989), lo que las convierte en
una excelente fuente dietética de este vi-
támero. Apoyando su actividad biológica,
distintos estudios indican que el γ-tocofe-
rol muestra una elevada actividad antioxi-
dante con, potencialmente, importantes
implicaciones fisiológicas  (Christen et al.,
1997; Devaraj & Traber, 2003) y además,
tanto γ-tocoferol como su principal meta-
bolito (γ-carboxietil hidroxicromano) pre-
sentan otras actividades como antioxidan-
tes frente a especies reactivas de nitróge-
no, actividad natriurética, efecto antiinfla-
matorio (por inhibición de actividad COX-
2) o regulación de oxido nítrico sintetasa
(Jiang et al., 2001). Por otro lado, distintos
estudios observacionales han descrito ba-
jos niveles de γ-tocoferol (ajustados por
niveles lipídicos), pero no de α-tocoferol,
en sujetos con enfermedad coronaria
(Ohrvall et al., 1996; Kontush et al., 1999).
Por todo ello, y dado que el contenido de
γ-tocoferol en los cárnicos era significati-
vamente mayor que la aportada en la die-
ta, los niveles de γ-tocoferol en suero se
utilizaron como marcador de exposición
durante el estudio de intervención con
cárnicos reestructurados con nueces.
Estudio de intervención con
productos cárnicos con nuez
(a dosis de ingesta compatibles
con una dieta equilibrada)
La intervención dietética a medio pla-
zo consistió en un ensayo de biodisponi-
bilidad no ciego, cruzado, con dosis múl-
tiples (5 veces/ semana durante 5 sema-
nas), con un mes de “lavado” entre am-
bos tratamientos (reestructurados con y
sin nuez). El estudio planteado tenía en
consideración dos factores fundamenta-
les en este tipo de ensayos, la dosis y la
posible presencia de un retraso en la res-
puesta similar al observado para otros
nutrientes. Los sujetos recibieron la reco-
mendación de no modificar sus hábitos
dietéticos ni sociales, excepto para con-
sumir los productos a ensayar en vez de
otro producto cárnico habitual. Teniendo
en cuenta el contenido de la nuez y la
composición de los productos a ensayar,
el aporte de γ-tocoferol a los voluntarios
en el ensayo es de ca. 6,3 mg de γ-toco-
ferol por filete (aprox. 150g) y unos 4 mg
por ración de salchicha (aprox. 80 g). Es-
to supone que cada voluntario, mediante
el consumo de estos cárnicos, ingieren
aproximadamente unos 29 mg γ-tocofe-
rol por semana. En términos de consumo
CTC 39
equivalente de nueces, este sería de 30 g
nuez/ filete y 16 g nuez/ ración de sal-
chichas lo que implica un consumo de
136 g de nueces a la semana, que repre-
senta un consumo medio de 19,4 g nue-
ces / dia. (Figura 1) Este consumo supo-
ne alrededor del 70% de la cantidad con-
siderada como adecuada (FDA 2003) y es
consistente con las recomendadas por di-
versas entidades y grupos de científicos
con el objetivo de reducir el riesgo de en-
fermedad coronaria (junto con una dieta
baja en grasas saturadas y colesterol).
Selección de participantes a partir de
población con diversos factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular:
Los criterios de inclusión establecidos
de acuerdo a los criterios de la OMS/FAO
(2003) para prevención de enfermedades
crónicas, fueron de entre los factores no
modificables, la edad y de entre los facto-
res modificables, el sobrepeso, dislipemia,
hábito al tabaco y presión arterial. En un
principio se estableció como requerimien-
tos para la inclusión: edad (hombres de
45-60 años, mujeres de 55-65 años y sin
terapia hormonal sustitutoria), sobrepeso
(IMC >25 y <30), colesterol (>220 mg/dl e
< 300 mg/dl), y al menos uno de los dos
siguientes: presión arterial (próxima a
140/90 mm Hg) o tabaquismo.
El número de participantes previsto
era de 32 (16 hombres y 16 mujeres). No
obstante, debido a la baja respuesta ob-
tenida en función de estos requerimien-
tos, hubo que modificar algo los criterios
de inclusión, así, se amplio el rango de
edad (hombres: 45-69 años; mujeres: 50-
69 años) y sobrepeso (Indice de Masa Cor-
poral > 25 kg/m2 y < 34.9 kg/m2), junto
con al menos uno de los siguientes: con-
sumo de tabaco, colesterolemia > 220
mg/dl o presión arterial aprox. 140/90
mm Hg. En conjunto, un total de 68 per-
sonas interesadas que creían cumplir los
criterios de inclusión contactaron con el
equipo investigador de las cuales, 30
fueron descartadas por diversas razones
(utilización habitual de fármacos para
tratamiento de hipercolesterolemia, hi-
pertensión u otros, hiperglucemia, etc), y
10 perdieron contacto, quedando final-
mente incluídos un total de 25 sujetos
(15 hombres, 10 mujeres).
Estudio de biodisponibilidad
en humanos de vitamina E
a partir del producto cárnico
con nueces:
En tres sujetos se realizó el ensayo
tanto con filete de carne con nuez como
sin nuez "a dosis única" (modelo "farma-
cocinético"). El ensayo se realizó durante
el período post-prandial, 7 horas, duran-
te las cuales se tomaron muestras para
valorar vitamina E (α- y γ-tocoferol) en
suero y en quilomicrones, entre otros pa-
rámetros que se comentarán a continua-
ción. Los resultados muestran un aumen-
to en la concentración de γ-tocoferol (bio-
marcador de exposición a este producto)
sólo tras la ingesta de reestructurados
con nuez y no así en los productos con-
trol (sin nuez), obteniéndose el valor má-
ximo de g-tocoferol en plasma a las 6 ho-
ras de su ingesta (tiempo evaluado = 6
horas) (Fig. 2). El producto cárnico es efi-
caz para aportar, a dosis y pautas de con-
sumo compatible con una dieta equili-
brada: a) nuez en cantidades asociadas a
efectos cardiovasculares beneficiosos, b)
un aumento de γ-tocoferol en suero, prin-
cipio activo asociado con disminución de
riesgo cardiovascular.
Estudio en humanos del
consumo de 5 raciones
semanales del producto cárnico
sobre marcadores de riesgo
cardiovascular:
Se ha utilizado un protocolo de ensayo
próximo a condiciones dietéticas habitua-
les como medio sostenible a largo plazo,
ya que se sustituye el consumo de carne
y derivados durante el período de 5 se-
manas por el consumo de 5 productos
cárnicos modificados con nuez añadida
por semana (4 filetes + 1 ración salchicha)
(35 días). Como marcador de ingesta se
considera el γ-tocoferol y entre los pará-
metros e indicadores de riesgo cardiovas-
cular estamos valorando los siguientes:
colesterol (LDL y HDL) y triglicéridos en
plasma y la presión arterial (SEN, 2004).
También se han separado lipoproteínas
(VLDL, LDL, HDL) mediante ultracentrifu-
gación, analizando en cada fracción lipo-
proteica colesterol, triglicéridos, fosfolípi-
dos y proteínas totales. Se están realizan-
do también análisis de eicosanoides,
Lp(a), Apo AI y Apo B, agregación pla-
quetaria, marcadores de inflamación
(PCR y los marcadores de adhesión de
monocitos VCAM e ICAM) y marcadores
de peroxidación lipoproteica y capacidad
antioxidante. La concentración de gluta-
tion peroxidasa, gluation reductasa y su-
TABLA 1: CONTENIDO EN VITAMINA E (γ-TOCOFEROL, α-TOCOFEROL
Y δ-TOCOFEROL) EN LA NUEZ Y EN LOS PRODUCTOS CÁRNICOS
OBJETO DEL ESTUDIO
Producto γ-tocoferol α-tocoferol δ-tocoferol
(µg/100g) (µg/100g) (µg/100g)
Nuez en polvo (n=3) 26649 708 5190
Filetes con nuez (n=6) 4165 ca. 50 926
Salchichas con nuez (n=7) 4980 226 1205
Filetes sin nuez ca. 19 ca. 50 n.d.
Ingesta de γ-tocoferol y de nuez por ración y por semana:
6,3 mg γ- tocoferol filete
4 mg γ- tocoferol salchicha
29 mg γ- tocoferol semana
30 g nuez filete
16 g nuez salchicha
136 g nueces semana (19,4 g/día)
Figura 2.- Respuesta de γ-tocoferol (µg/dl) en quilo-
micrones tras la ingesta de filete con nuez (A) y file-
te sin nuez (B) en tres sujetos.
FIGURA 1. MARCADOR DE INGESTA DEL PRODUCTO CÁRNICO
FUNCIONAL (γ- TOCOFEROL) Y CANTIDAD DE NUEZ QUE APORTA
POR ESTOS CÁRNICOS A LA DIETA
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peroxido dismutasa se mide en glóbulos
rojos y en plasma.
Resultados preliminares se han pre-
sentado en diversos congresos (congresos
(VI Congreso de la Sociedad Española de
Nutrición Comunitaria - IV Congreso Ibe-
roamericano de Nutrición y Salud Pública,
2004; IX Congreso de la Sociedad Espa-
ñola de Nutrición, 2004, I Jornada RCMN
del ISCIII, 2004; Congreso Biotec’2004; I
Congreso de la FESNAD, 2005) y estos nos
sugieren que el consumo de cárnico con
nueces tiende a disminuir el colesterol to-
tal y el ligado a lipoproteínas de alta den-
sidad (LDL), así como la intensidad de
agregación a las 5 semanas del estudio e
incrementa el tiempo de agregación má-
xima a las 3 semanas. Es decir se produ-
ce menor numero de plaquetas que agre-
gan y necesitan más tiempo para hacerlo
de forma máxima. Se miden también
otras sustancias vasodilatadoras y antia-
gregantes como son las prostaglandinas
(PG). Ya que las nueces contienen cantida-
des significativas de ácido linolenico es
posible que las células endoteliales pro-
duzcan más PGI3. A partir de las plaque-
tas activadas se procederá a estudiar los
tromboxanos, sustancias proagregantes
plaquetarias y vasoconstrictoras.
Como marcadores de peroxidación li-
poproteica se está midiendo las LDL-oxi-
dadas mediante ELISA y marcadores mo-
noclonales de LDL-oxidada (Mercodia).
En suero mide la concentración de malo-
nildialdehido mediante el test del ácido
tiobarbitúrico (TBARS) y también se valo-
ra la actividad de paraoxonasa y arileste-
rasa, enzimas que se considera partici-
pan en la protección antioxidante de las
LDL y en el mecanismo de eliminación
de radicales libres (Canales y Sánchez-
Muniz, 2003). La actividad arilesterasa se
ha medido mediante la técnica de Ecker-
son et al (1983), que utiliza como tampón
Tris/HCl, y mediante otra técnica original
del subproyecto realizado en la Facultad
de Farmacia (Nus et al., 2004).
Finalmente, dado que la respuesta a la
dieta es muy variable de unos individuos
a otros, parece importante estudiar la in-
teracción del polimorfismo de algunos
genes candidatos y el consumo de carne
con nueces sobre diferentes marcadores
de riesgo cardiovascular. Dado que el nú-
mero de pacientes no es muy elevado, se
estudian sólo algunos genes candidatos
de los que se ha observado tienen inte-
racción en muchos estudios sobre el efec-
to de diferentes compuestos dietéticos so-
bre marcadores de riesgo cardiovascular.
Hasta el momento se ha procedido a ais-
lar ADN genómico de los participantes y
se ha probado la amplificación del gen
de la ApoE, ApoA4, ABCG, CETP, PON1 y
PON 2.
Los resultados definitivos están en la
fase final de generación y de valoración
estadística. En un próximo artículo se co-
mentarán los resultados finales de este
estudio de intervención con un alimento
potencialmente funcional sobre marcado-
res de riesgo cardiovascular.
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